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論 文 内 容 要 旨
化学発光 は物質の化学変化 に伴 い光が放 出される現象で,こ の うち発光効率や発光強度が低 く,肉 眼や
従 来の光検:出器 で感知 で きない ものは極微:弱化学発光(extra-weakchemiluminescence:CL)と 定義 されて
いる。 これ まで本研究室 では,CL測 定法 を用い た医薬品安定性評価 について検 討 し,CL測 定が,錠 剤や
カプセル剤 及び多成分が含有 されている漢方エ キス製剤 の安 定性評価 に有用で あるこ とを明 らか に した。
さ らに,漢 方エキス製剤 か ら発生す るCLを 検 討 した結果,そ のCLは ア ミノ酸 と糖の反応(メ イラー ド反
応)に 由来す ること,さ らに代表 的な構成生薬である大黄 がそれを抑制 し,そ の主要 な抑制成分は,エ モ
ジ ン,レ イ ン等 のア ン トラキノ ン誘導体で あるこ とや それ以外 に大黄含有成分 のカテキ ン(cate6hin:C),
没食子酸(gallicacid:GA)及 びセ ンノサイ ドな どがCL抑 制作用 を示す ことを明 らかに してい る。
そこで,本 研究 では,生 理作用 とCL測 定法g関 連性 について検討 した。す なわち,メ イラー ド反応 で
生成 され るCLが,大 黄含有 成分 のエモジ ンや レインな どの アン トラキノ ン誘導体,CやGAな どの タンニ
ンで抑制 された ことか ら,こ れ らの化合物 を用 いて,CL測 定法 の有用性 と大 黄含有 成分の新 たな生理作
用の探 究 を行 った。
1.極 微弱化学発光 を用いたアン トラキノン誘導体 の脂質過酸化反応抑制効果
CLは,メ イ ラー ド反応 以外 に肝 ミクロソームや脳 ホモ ジネー トを用 いた脂 質過酸化 系で発生す る こと
が知 られている。メイラー ド反応や脂 質過酸化 反応 は,動 脈硬化 に よる血管病変の成因であ り,メ イ ラー
ド反応後期生成物(advancedglycationendproducts:AGEs)は,脂 質過酸化反応 の開始 に関わ ることが知 ら
れてい る。そ こで,メ イラー ド反応 に由来 す るCLを 抑制 したエモ ジンや レインなどの アン トラキノ ン誘
導体 の ラッ'ト脳 ホモ ジネー トの脂質過酸化反応 において発 生す るCLに 対 する抑制作用 を検 討 した。 同時
に脂 質過酸化 によ り生 じるマ ロ ンジアルデ ヒ ド(malondialdehyde:MDA)を 指標 と した脂質過酸化反応抑
制作用 を検討 し,さ らに,抑 制物質検索のス クリーニ ング法 としてのCL測 定法の有 用性 を検討 した。
CLの 測定 は,ChemiluminescenceAnalyzerOX-70(東 北電子 産業)を 用い た。CLの 測定条件 を決定 する
ため,調 製 した ラ ッ ト脳 ホモジネー トにアル コル ビ ン酸 と硫酸 鉄 を混合 し,CLの 経 時変化 を検討 した結
果,本 実験系で発生 す るCLは,反 応 時 間中経 時的 に増加 し,210分 で最大値 を示 した。 そ こで,以 後 の
実験 は,反 応 開始210分 後 にお けるCL値 を測 定する ことに した。 また,CLの 発光スペ ク トルを測定 した
結果,一 重項酸素の関与が示唆 されている化学発光系のスペ ク トル に酷似 してお り,本 実験系 か ら発生す
るCLの 一部は,一 重項酸素 に起 因 している と考 え られた。 さ らに,本 実験系 にア ン トラキ ノン誇導体 を
添加 し,発 生す るCLと チオバル ビツール酸法か ら得 られたMDA値 を指標 とした脂 質過酸化抑制作用 を検
討 した結果,ア リザ リンが最 も強 くCLとMDAを 抑制 し,大 黄含有成分のエモ ジンや レイ ンもそれ らの抑
制 を示 した。特 にア リザ リン とエモ ジンは,用 量依存 的 にCL,,MDAを 強 く抑制す るこ とが 明 らか になっ
た。 これ らの結果か ら,大 黄含有成分 のエモジ ンや レイ ンが脂質過酸化 反応抑 制作用 を有す る ことを明 ら
かに した。 さらに,CL抑 制 とMDA抑 制 の間の相 関関係 を検 討 した ところ,良 好 な相 関性 が認め られた。
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従 って,本 実験系で発生す るCLは,脂 質過酸化反応 に由来 し,ま た,ア ン トラキノン誘導体 はその脂質
過酸化反応 を抑制す る ことによ り,CLを 抑制 している もの と考 え られた。 これ らの結 果か ら,生 成す る
CLを 測定す る ことは,脂 質過酸化反応 の指標 となるこ とが可能であ り,本 研究 で開発 した実験系が,脂
質過 酸化反応 を抑制す る新規化 合物 のスク リーニ ングにおいて も有用であ ることが明 らかに された。
2.牛 血管 内皮細胞のプ ロスタサイク リン産生 に及ぼすカテキン類の効果
次 に,メ イ ラー ド反応 に由来す るCLを 抑制 した大黄含有成分 と してCとGAに 着 目 した。大黄は,Cの
他 にエ ピカテキ ン(epicatechin:EC)を 含 んでいる。 また,CやECの カテキ ン類 は,茶 葉 に含有 されるこ
とも知 られてお り,茶 葉中 には他 にエ ピカテキ ンガ レー ト(epicatechinganate:ECg),エ ピガロカテキ ン
(epigallocatechin:EGC),エ ピガロカテキンガレー ト(epigaUocatechingallate:EGCg)な どの カテキ ン類 が
含 まれている。 この うち,ECgとEGCgは,ECやEGCにGAが エステル結合 した もので,EGCとEGCgは,
その構造 中にガロイル基 を有す る。 これ らの カテキ ン類 は,血 小板凝集抑制作用 を有す るが,そ の機序 に
ついて詳細 な検討 は行 われ てい ない。血小板 の凝集 能充進 は,メ イラー ド反応 や脂 質過酸化反応 と.ともに
動脈硬化 の成 因の一つで あ り,カ テキ ン類 はそれ らの抑制作用 を有す ることが知 られている。 また,カ テ
キ ン類 の血小 板凝集抑制作用 には,カ テキ ン類 によって変動 をうける生理活性 因子 の介 在 も考 え られる。
血小板凝集 に影響 を与 える生理活性 因子 として,プ ロス タサイク リン(prostacyclin:PGI)や トロンボキサ
ンな どのプロス タノイ ドが広 く知 られてい る。 これ らの生理活性 因子 を含む動脈硬 化の成 因は,メ イラー
ド反応 の最終産物で あるAGEsが,血 小板 凝集 を尤進す る ことや過酸化脂 質が,PGI産 生 を抑制す るこ と
な ど,相 互 に関連 しなが らその発症や促 進 に関与す る もの と考 えられ る。PGIは,主 に血管 内皮細胞 で産
生 され,血 小板凝集抑制作用や血管平滑筋弛緩作用 を有す るが,そ の産生 を著 しく充進 する化合物 の報告
は乏 しい。そ こで,カ テキ ン類 の血小板凝集抑制作用 の作用機序の一っ と してPGIの 産生充進 を仮定 して
検討 を行 った。
PGIの 産生量 は,ア ラキ ドン酸(arachidonicacid:AA)由 来の2型 プロス タサイ クリン(PGI2)と エイ コ
サペ ンタエ ン酸(eicosapentaenoicacid:EPA)由 来の3型 プロスタサ イクン(PGI3)の 安定代 謝物で ある6-
keto-PGFエ・とパ 乙6=1keto-PG凡 につい て・ ガス クロマ トグラフ ィー/選 択 イオ ン検 出(gaschrgmato9τaphy/
selectedionmonitoring:GCISIM)法 を用 い,牛 血管内皮細胞(bovineaorticendothelialcells:BEC)で の定量
的解析 を行 った。まず,EGCgをBECの 培養液 に添加 し,経 時的,用 量依存的 にPGI、産生 を検討 した結果,
3時 間まで経 時的 に,200μMま で用 量依存 的に産生量 を充進 し,100μM以 上で高 吟産生量 が認 め られ
た。 この ことか ら,以 後 の実験 は3時 間の反応時 間 と100μMの 濃度で行 った。 これ までPGI2の 産生量 を
顕著 に充進 させ る化合物の報告 はほ とん どなか ったが,EGCgは,経 時的かつ用量依存的 に充進 させ るこ
とが 明 らか になった。 さらに,カ テキ ン類やGAの 添 加効果 を検:討した結果,ECg,EGC,EGCgの ピロガ
ロール基 やガ ロイル基 を有す る化合物が産生充進作用 を示 し,大 黄含有成分のGAの 添加 で も同様 に充進
作用 が認 め られた。 また,EgCgとPGI2の 基 質であ るAAやPGI3の 基質で あるEPAを 同時 に添加す る と、
それぞれを単独で添加 した場合 に比べ,PGI2やPGI3の 産隼量 が充進す るこ とを明 らか に したgこ れ らの結
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果か ら,ま ず,ピ ロガロール基 やガロイル基が,カ テキ ン類 のPGI,産 生充進作用 に寄与 しているこ とが示
唆 され た。 さらに,カ テキ ン類やGAのPGI産 生尤進作用 の発現 には,こ れ らの抗酸化作用 の関与が考 え
られる。 この ことは,カ テキ ン類 の抗酸化作 用の強 さとPGI産 生充進作用 の強 さが相関 した こ とか らも裏
付 け られた。一方,CL測 定法 は,抗 酸 化作用 の検討 に用 い られる ことが知 られて いる。本実験系 におけ
るPGI産 生元進作用 と抗酸化作用の関連 か ら,CL測 定法がPGI産 生充進化合物検索 のスク リーニ ング法 と
して有 用であ るこ とが示唆 された。 また,EGCgとAA,EPAの 同時添加 によるPGI、,PGI、 の産生:充進作
用 か ら,カ テ キ・ン類 とGAのPGI産 生元進作 用の作用機序 は,PGI産 生系 において基質 となる反 応中間体
の安 定化やPGI産 生充進作用の作用機序 は,PGI産 生系 にお いて基質 となる反応 中間体 の安 定化やPGI合
成酵 素の活性化 な どに よる もの と考 えられ た。以上 のこ とか ち,カ テ キ ン類 に よるPGI産 生充進作用 が,
カテキ ン類の血小板 凝集抑制作用 の作用機序 の一つ である と推察 された。
以上,本 研究 において,大 黄含有成分 に脂質過酸化抑制作 用,PGI産 生充進作用 を新 たに見 出 した。CL
及 びGCISIM法 を駆使 して得 られた これ らの知見 は,こ れ まで不 明であ った漢方 エキス製剤(構 成 生薬)
の生 理 作 用 につ い て 明 らか に した もので あ り,将 来,科 学 的 根 拠 に基 づ く医療(EvidenceBased
Medicine:EBM)に おける漢方エ キス製剤 の処方設計 を可能 とす る一歩 である。す なわち,漢 方 エキス製
剤使用 にお けるEBMの 端緒 となる もの と考 えられ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
化学発光 は,物 質の化 学変化 に伴 い光が放 出され る現象で,こ の うち発光効率や発光強度が低い もの は
極微弱化学発光(CL)と 定義 されている。CLは メイラー ド反応 や脂 質過酸化 に伴 って発 生す ることが知
られてお り,CL抑 制物質 の研究 は,血 管病 変 な どの解明 に有益 な情報 をもた らす もの と考 え られる。本
研 究 は,大 黄含有成分 であ るアン トラキノ ン誘導体 のCL抑 制効 果 と大黄及 び茶葉 に含有 される カテキ ン
類の生理活性発現機序 に関す る検 討 を行 った ものであ り,以 下の新規知見 を得 た。
アルコルビ ン酸 と硫酸鉄 を添 加 した ラ ッ ト脳 ホモ ジネー トにお いてCLが 発生す る。本系 に対 する大 黄
の含 有成分 である,ア リザ リンやエモ ジ ンの添加効果 を検討 した結果,脂 質過酸化抑制作 用 を有 す る α一
トコフェロールや イデベ ノ ンに比 して,強 力 な抑制作用 を示 した。 また,こ のCLの 抑制 と脂質過酸化 に
よ り生 じるマ ロンジアル デヒ ド(MDA)を 指標 とす る脂質過酸化抑制作用 との相 関性 を検討 し,CL抑 制
率 はMDA値 抑制率の 間に良好 な相 関関係 を示 す ことを新規 に明 らか に した。 この事実 は,ア リザ リンや
エモ ジンの脂 質過酸化抑制 に伴 うCL抑 制作用 を示唆す る ものであ る。 さらに,こ の結果 か ら,CL測 定法
の脂 質過酸化抑制物質のス クリーニ ング法 としての有用性 を示唆 した。
次 に,大 黄含有成碕の一つ カテキン類のメ イラー ド反応抑制作用 を,牛 血清 アル ブ ミン'とブ ドウ糖 の反
応系 を用 い て検討 した。 その結 果,カ テ キ ンは,CLを 抑制 す ることを明 らかに した。 また,反 応期間 や
添加時期の検討か ら,メ イラー ド反応 の所期の段 階で生 じる発光 を抑制す ることを新規 に示 した。
さらに,カ テキ ン類の血小 板凝集抑 制作用 の機序解 明を 目的で として,牛 血管内皮細胞 の,血 小板凝集
抑制作用 を有す るプロス タサ イク リン(PGI2)産 生 に及 ぼす影響 をガス クロマ トグ ラフィー/選 択 イオ ン
検 出(GCISIM)法 を用 い て検討 した。 その結 果,カ テキ ン類の なかで,ガ ロイル基 を有 す る化合物及 び
没食子酸エステル化合物が強いPGI、産生充進作用 を示す ことを明 らか に した。特 に,双 方 の構造 を有す る
エ ピガロカテキンガ レー トは最 も強い作用 を示 し,経 時的,用 量依存 的 に産 生 を尤進 した。 カテキ ン類 の
PGI2産 生充進作用 は新規知見 であ り,カ テキ ンの血小板凝集抑制作用 の一 因である もの と考 えられ る。
以上,本 研 究は,CL測 定 を基盤 にGCISIM法 を用いて,大 黄含有成分の脂 質過酸化抑制作用及 びカテキ ・
ン類 のPGI2産 生充進作用 を新規 に示 した。 これ らは これ まで不 明であ った漢方エキス製剤(構 成生薬)の
生理作用の一端 を明 らか に した ものであ り,漢 方エ キス製剤の処 方に科学 的根拠 を与 える薬学的 に意義深
い知見であ る。
よって,本 論 文は博士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認め る。
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